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論文内容要旨
置研究背景聾
 現在,骨髄移植によって治療されている疾患は多岐にわたっている。出生後に行われている通
 常の骨髄移植においては拒絶反応,移植片対宿主反応(GVHD),あるいは放射線,化学療法な
 どによる前処置や長期間にわたって免疫抑制が必要であるなど多くの問題がある。そこで,胎児
 の免疫系の未熟性に着目し,胎児期に胎児由来細胞を移植する試みがなされている。今回,この
 治療法の基礎的研究のひとつとして本研究を計画した。
 【研究目的】
 実験動物としてマウス胎仔を用い,donor,recipientの胎齢をそれぞれ変化させることにより
 造血幹細胞移植の生着率に差が生じるかどうかを検討し,移植に最適な時期を探ることを目的と
 した。さらに,コロニーアッセイを行うことにより胎仔肝臓由来細胞のコロニー形成能の調べ,
 その最適時期における造血状態についても検討した。
 【研究方法】
 マウス胎仔における造血部位の推移よりdonorを胎齢13,15,17日のICR系マウス胎仔(膣
 栓確認を胎齢0日とし,満期は19日),recipientを胎齢15,16,17日のICR系マウス胎仔とし
 た。donor母獣を屠殺後開腹し胎仔を取り出し,胎仔肝臓を得た。得られた肝臓は胎仔のオス,
 メスを問わず母獣一腹分をひとまとめとしてPhosphate-BufferedSaline(PBS)中で細切,
 pipettingにより粉砕した。200μmメッシュを通した後PBSにて洗浄し,Turk型計算板で細胞
 数を1.5x107細胞/m1に調整した。recipient母獣をエーテル麻酔下で開腹し,胎仔腹腔内に29G
 針付きインシュリンインジェクターを用いて胎仔予想体重12あたりL5×106細胞移植した。
 閉腹後,自然分娩にて出生させた。生着の確認は,メスの血液中にオスの細胞が存在することを
 証明することにより行った。すなわち,外陰部がメスであったものから採血しDNAを抽出,
 PolymeraseChainReaction(PCR)によりマウスY染色体特異ジーンであるSex-determining
 regionontheYchromosome(Sry)を増幅,検出した。
 コロニーアッセイは前述の方法で採取した細胞をFico11-Conrayで単核球分画を分離し,IL-3,
 エリスロポエチンを含むメチルセルロース培地に接種して37℃,5%CO2で14日間培養し形成
 されたコロニーを計数した。
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 【研究結果】
 移植手術後出生したメスは合計で91匹で,そのうち16匹,17、6%に生着を確認した。donor
 の胎齢でみると,胎齢13日で23匹中1匹(4.3%),15日で43匹中14匹(32.6%),17日で
 25匹中1匹(4.0%)であり,胎齢15日のものは他の胎齢に比べ有意に高い確率で生着した
 (p<0.Ol)。recipientの胎齢では,胎齢15日で34匹中4匹(11.8%),16日で31匹中6匹
 (19.4%),17日で26匹中6匹(23.i%)で統計学的に有意差を認めなかった。
 コロニーアッセイでは,全コロニー数の平均は胎齢13日で264,2個,15日で216.3個,17日
 で94、2個出あり,13日,15日に比べ胎齢17日では有意にコロニー数が少なかった。また,胎齢
 13日のものでは,より未分化な細胞より形成されると思われるコロニーが他の胎齢よりも多く
 みられた。
 【結論】
 今回の研究により,マウスにおける胎仔間造血幹細胞移植の生着にはdonorの胎齢が関与し
 ており,胎齢15日の胎仔をdonorとした場合に最適であることが示唆された。また,コロニー
 アッセイの結果,最適時期の細胞はコロニー形成能が高いものの未分化なものが少なかったこと
 より移植には適度に成熟,分化していることが必要であると考えられた。
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 審査結果の要旨
 現在,骨髄移植によって多くの疾患が治療されているが,出生後に行われている通常の骨髄移
 植においては拒絶反応,移植片対宿主反応(GVHD),あるいは放射線,化学療法などによる前
 処置や長期間にわたって免疫抑制が必要であるなど多くの問題がある。そこで,胎児の免疫系の
 未熟性に着目し,胎児期に胎児由来細胞を移植する試みがなされており,この治療法の基礎的研
 究のひとつとして本研究が行われた。
 実験動物としてマウス胎仔を用い,donor,recipientの胎齢をそれぞれ変化させることにより
 造血幹細胞移植の生着率に差が生じるかどうかを検討し,さらに,コロニーアッセイにより胎仔
 肝臓由来細胞のコロニー形成能の調べ,移植に最適な時期とその時期における造血状態について
 検討した。
 donorを胎齢13,15,17日,recipientを胎齢15,16,17日のICR系マウス胎仔とした(膣
 栓確認を胎齢0日とし,満期は19日)。donor母獣を屠殺後開腹し胎仔を取り出し,胎仔肝臓を
 得た。得られた肝臓は胎仔のオス,メスを問わず母獣一腹分をひとまとめとしてPhosphate-
 BufferedSaline(PBS)中で細切,pipettingにより粉砕した後メッシュを通しPBSにて細胞
 数を1.5x107/m1に調整した。recipient母獣をエーテル麻酔下で開腹し,胎仔腹腔内に胎仔予想
 体重1窪あたりL5×106細胞移植した。閉腹後,自然分娩にて出生させた。生着の確認は,メ
 スの血液中にオスの細胞が存在することを証明することにより行った。コロニーアッセイは前述
 の方法で採取した細胞をFico11-Conrayで単核球分画を分離し,IL-3,エリスロポエチンを含む
 メチルセルロース培地に接種して37℃,5%CO2で14日間培養し形成されたコロニーを計数
 した。
 移植手術後出生したメスは合計で91匹で,そのうち16匹,17.6%に生着を確認した。donor
 の胎齢でみると,胎齢13日で23匹中1匹(4.3%),15日で43匹中14匹(32.6%),17日で
 25匹中1匹(4.0%)であり,胎齢15日のものは他の胎齢に比べ有意に高い率で生着した(p<
 0.01)。recipien七の胎齢では有意差を認めなかった。コロニーアッセイでは,全コロニー数の平
 均は胎齢13日で264.2個,15日で216.3個,17日で94.2個であり,13日,15日に比べ胎齢17
 日では有意にコロニー数が少なかった。また,胎齢13日のものでは,より未分化な細胞より形
 成されると思われるコロニーが他の胎齢よりも多くみられた。
 以上の結果より,マウスにおける胎仔間造血幹細胞移植の生着にはdonorの胎齢が関与して
 おり,胎齢15日の胎仔をdonorとした場合に最適であることが示された。また,コロニーアッ
 セイの結果,最適時期の細胞はコロニー形成能が高いものの未分化なものが少なかったことより
 移植には適度に成熟,分化していることが必要であると考えられた。
 本研究は,出生前治療における胎齢の影響を示唆しており桐治療法の今後の発展に寄与するも
 のと考えられ,博士論文に値すると評価される。
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